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 I  
 
摘 要 
阿尔兹海默症（AD）是老年人中常见的一种慢性神经退行性疾病，也是痴
呆症最普遍的病因，主要症状表现为认知功能的退化与记忆能力的缺失。淀粉样
蛋白（Aβ）的聚集会干预神经功能的发挥，并引起神经元的损伤，Aβ的错误折
叠与聚集与 AD 紧密相关。Aβ 单体会聚集成寡聚体（AβO）和纤维体，并随着
血液循环分散在脑脊液和血液中，其中 AβO 对神经元的毒害作用最强，也是与
AD 症状相关性最强的存在形式，因此 AβO 成为 AD 的核心生物标志物，对 AD
早期阶段具有重要价值。 
本研究采用改良后的 Hummers 方法制备了氧化石墨烯（graphene oxide，GO）
首先利用 GO 的氧化缺陷（-OH，-COOH）以及 GO 与氯金酸之间的氧化还原电
位差，促使 Au3+在 GO 片上原位还原得到纳米金，制备出 GO/GNPs1 水凝胶；
在利用强还原剂硼氢化钠与 GO 氧化缺陷的共同作用下，在氧化石墨烯表面原位
还原出更多纳米金，增强其导电性与灵敏度，制备出 GO/GNPs2 水凝胶，最终
构建了两种水凝胶电极。再利用金硫键将设计的 PrPC 多肽探针分别固定在
GO/GNPs1 与 GO/GNPs2 水凝胶电极上，然后优化探针浓度与孵育时间，提高传
感器的检测灵敏度，成功构建 GO/GNPs1-PrPC 与 GO/GNPs2-PrPC 生物传感器。 
本研究选用 GO/GNPs1 与 GO/GNPs2 水凝胶作为检测 AβO 的生物传感器的
原因是：1、GO/GNPs1 与 GO/GNPs2 水凝胶适宜的导电性有利于对 AβO 电化学
阻抗的检测；2、GNPs 很大的比表面积为巯基修饰的 PrPC 探针提高更多的结合
位点。结合电化学阻抗法，利用 PrPC 多肽与 AβO 之间特异性的疏水相互作用，
将 AβO 成功吸附在传感器上，引起电极的电子转移阻抗的增大，成功实现了对
AβO 的特异性检测，并选择性的在单体，AβO 和纤维体混合液中区分出 AβO 的
存在； GO/GNPs2-PrPC 对人工脑脊液与血浆中 AβO 检测限均达到 0.1 pM，检测
的线性范围在 0.1 pM -10 nM 能够达到临床检测的要求。因此本研究构建的传感
器可作为经济有效，非侵入式的工具对 AD 进行早期诊断。 
关键词：石墨烯；纳米金；水凝胶；Aβ寡聚体；电化学阻抗； 
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 II  
 
 
Abstract 
Alzheimer’s disease (AD) is a common neurodegenerative disorder in old people 
and the most common cause of dementia. The accumulation of beta-amyloid 
interferes with the synapse function and contributes to the damage of neurons. 
Misfolding and aggregation of Aβ is the potential pathological mechanism of AD. Aβ 
monomers can assemble into Aβ oligomers (AβO) and fibrils, then distributed into the 
cerebrospinal fluid or blood circulation. AβO are considered to be the most neurotoxic 
form and more correlated with the severity of AD than insoluble aggregates. With 
regard to its close relation with AD development, AβO is considered a core biomarker 
for AD, especially in the early stage of AD.  
Here, a simple electrochemical biosensor using graphene oxide/gold 
nanoparticles (GO/GNPs1 and GO/GNPs2) hydrogel electrode has been developed to 
detect AβO. GO was synthesized from graphite by the modified Hummers method. 
The deposition of Au NPs on the GO/GNPs1 hydrogel was achieved by the edge 
defects (–OH, –COOH, etc.) in chemically modified graphene. GO possess ambipolar 
conduction type which may also contribute to this reduction of HAuCl4. The 
deposition of Au NPs on the GO/GNPs2 hydrogel was reduced by GO and NaBH4. 
The effects of the PrPC concentration and incubation time were investigated by EIS. 
We choose GO/GNPs1 and GO/GNPs2 hydrogel electrode as the AβO biosensor for 
two reasons: 1. GO/GNPs1 and GO/GNPs2 hydrogel provides suitable conductivity 
for sensitive AβO detection; 2. GNPs have high specific surface area and offer 
numerous adsorption sites to thiolated PrPC probe by Au-S bonding.  
Impedance spectroscopy was employed for AβO analysis. The specific binding 
between AβO and PrPC probe resulted in increased electron-transfer resistance. The 
GO/GNPs1-PrPC and GO/GNPs2-PrPC biosensor has been used to detect AβO in 
artificial cerebrospinal fluid (aCSF) or human blood plasma with satisfactory results. 
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 III  
 
This biosensor has high specificity, which can selectively differentiate AβO from Aβ 
monomers or fibrils. Meanwhile, it is highly sensitive to detect as low as 0.1 pM AβO 
in aCSF or blood plasma to meet the requirements in clinical detection of AβO. The 
linear range for AβO detection is from 0.1 pM to 10 nM. This biosensor could be used 
as a cost-effective and non-invasive diagnostic tool for early diagnosis of AD. 
Key Words: Graphene; Gold nanopartical; Hydrogel; Aβ oligomer; Electrochemical 
impedance spectra 
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第一章 绪论 
1.1 石墨烯概述 
石墨烯（Graphene）是一种 sp2 杂化碳原子组成的正六边形蜂窝状晶格的二
维片层材料。而单层石墨烯的二维晶体一直被认为是假设性结构，无法单独稳定
存在，直到英国科学家 Geim 及 Novoselov 等人在 2004 年采用胶带首次从高定
向热裂解石墨（Highly oriented pyrolytic graphite，HOPG）机械剥离分离出单层
石墨烯，证实了单层石墨烯二维晶体结构的存在[1]。在石墨烯发现以前，科学家
们曾经认为二维晶体在有限温度下是不可能存在的，所以石墨烯二维晶体结构的
发现在凝聚态物理学界引起前所未有的轰动。英国曼彻斯特大学教授安德烈·海
姆（Andre Geim）和康斯坦丁·诺沃肖洛夫（Konstantin Novoselov）因在石墨烯
研究方面做出的杰出贡献而荣获 2010 年的诺贝尔物理学奖，从此石墨烯二维材
料的概念在全世界得到了前所未有的关注。 
1.1.1 石墨烯的结构与性能 
石墨烯具有非常优异的电学性能，特别是高电子迁移率，使石墨烯材料在电
子、能源、材料等方面得到非常广泛的研究和应用，石墨烯的电子迁移率高达
20000 cm2/Vs，在超低温条件下电子迁移率甚至可以高达 250,000 cm2/Vs[2]； 
Heersche 等人发现石墨烯在特定条件下具有超导的特性：当在石墨烯两端安装上
电极的时候，能观察到有超电流通过[3]。此外石墨烯还具有半整数量子霍尔效应、
零带隙等电学特性，这主要是由 π电子控制：这些电子可以在完整的石墨烯平面
内无障碍高速移动，其电子行为类似于无质量的狄拉克-费米子，为光速的 1/300；
同时可在微米尺寸范围内传输而不被散射。石墨烯的导电性是石墨烯的晶体性质
决定的，通常散射点会出现在石墨烯晶体中的缺陷位置，阻碍电子的迁移路径[4]。
石墨烯中碳原子之间的连接极其柔韧，当有外力施加到石墨烯表面上，碳碳键弯
曲变形，碳原子就不需要重新排列来适应外力，同时能保持结构稳定，避免了碳
碳键的破裂（图 1-1）。Lee 等人利用原子力显微镜测量了单层石墨烯的弹性模量
和断裂强度，石墨烯的弹性模量为 1.0 TPa，断裂强度达到了 130 GPa，是迄今为
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止发现的力学强度最高的材料。石墨烯的比表面积达到 2630 m2/g，有利于对其
功能化并应用于疾病检测，透光率达到 97.7%[5]。 
 
 
图 1-1 （a）石墨烯的晶型结构，布里渊区以及色散光谱示意图，（b）蒙特卡罗
模拟的典型的褶皱石墨烯(红色箭头标尺的长度为~ 8 nm) [6] 
Figure 1-1 (a) Schematics of the crystal structure, Brillouin zone and dispersion 
spectrum of graphene; (b) Monte Carlo simulation for Rippled graphene. The red 
arrows are ~ 8 nm long 
 
1.1.2 石墨烯复合材料的研究进展 
石墨烯二维片层材料的大比表面积，良好的化学稳定性以及优异的物理性
能，在复合纳米材料领域引起广泛的关注，纳米材料包括金属纳米材料（金，银，
氧化钨、氧化铁等）和无机非金属纳米材料（碳纳米管，氮化硼，二氧化硅等），
并应用于表面增强拉曼，光催化产氢，填充材料以及传感器构建用于疾病检测等。 
Mietek 等人首先利用钼酸钠，硫脲以及氧化石墨烯（GO）作为前驱体，制
备了二硫化钼（MoS2）与 GO 的复合材料，其中 MoS2/GO 分别占 95%与 5%，
并在复合材料上生成二氧化钛（TiO2）纳米粒子，得到高性能的光催化产氢的复
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合材料催化剂（TiO2/MoS2/GO 复合材料），虽然没有用到高产氢效率的贵金属，
但是在MoS2/GO的协同作用下，这种复合材料的产氢率也能达到 165.3 μmol h−1。
这种复合材料能够达到那么高的产氢率，是因为在产氢的过程中，在 MoS2 与
GO 的协同作用，能够抑制电子重组，改善界面之间的电子转移速度，提供大量
的活性吸附位点以及光催化活性中心，催化 TiO2 产氢快速高效的进行（图 1-2）。
因此，这种 TiO2/MoS2/GO 复合材料有望替换贵金属复合材料，用于高效产氢。 
 
图 1-2 TiO2/MoS2/GO 复合材料催化产氢的机理图[7] 
Figure 1-2 Schematic presentation of TiO2/MoS2/GO for H2 production 
 
Muszynski 等人首先将 GO 分散在四氢呋喃（Tetra Hydro Furan，THF)中，
利用化学还原法在 GO 分散液中还原 Au3+成尺寸在 3-30 nm 范围的纳米金（Gold 
Nanoparticals，GNPs），得到 GO 与 GNPs 的纳米材料复合物，不仅可以充分利
用 GO 的电子与光电子性能，用于设计更微型的电子器件，更能够利用 GNPs 对
GO 的表面增强拉曼，构建 GO 与 GNPs 复合材料的传感器。朱贤俊等人通过水
热法制备了还原的氧化石墨烯（RGO）与三氧化二铁（Fe2O3）的纳米材料复合
物（RGO/ Fe2O3），并用于锂离子电池的正极材料，放电量与充电量分别达到 1693
与 1227 mAh/g，比单独的 Fe2O3 高（放电量与充电量分别为~1355 与 982 mAh/g），
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电流密度达到 100 mAh/g，并且循环次数与充放电速率更快。这是由于
，一个 Fe2O3 可以吸附 6 个 Li+，因此 Fe2O3
作为锂离子电池的正极材料能够提供很大的理论比电容，而吸附在 RGO 上的
Fe2O3，RGO 能够为 Fe2O3 提供很大的三维空间链接位点，因此能够打打提高
Fe2O3 的充放电量。另外 Fe2O3 能够均匀的分散在 RGO 溶液中，RGO 性质相对
稳定，因此能够提供循环次数（图 1-3）。 
 
 
图 1-3 RGO/ Fe2O3 复合材料的合成机理[7] 
Figure 1-3 Scheme of RGO/ Fe2O3 composite forming mechanism 
 
但是当石墨烯在浓度较高时候容易团聚，限制了石墨烯作为增强填料时的增
强效果。因此，为了解决石墨烯在聚合物基体中分散性较差的问题，大量的研究
工作致力于石墨烯的改性和分散。张丽丽等人报道了在高真空（10-5 Pa）以及高
负载条件下，利用氧化石墨烯片与 MWNTs 为纳米级原料，合成 MWNTs 与 GO
的复合材料（图 1-4），这种复合材料 MWNTs：GO =70：30，利用石墨烯与 MWNTs
之间 π-π共轭作用，将酸化的 MWNTs 修饰到石墨烯片层结构上大大改善了石墨
烯在聚合物基体中的分散性，减少了团聚的产生。 
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图 1-4 氧化石墨烯与 MWNTs 复合材料的合成机理[8] 
Figure 1-4 Schematic presentation of friction mechanism under different 
situation 
 
1.1.3 石墨烯及其复合材料在疾病检测中的应用 
石墨烯具有优异的导电性，可将其应用于电化学生物传感器中，加速电子在
电极表面的传导速率，提高修饰电极的导电性，从而增强电化学的响应信号，提
高检测灵敏度；另一方面，与其他常用的纳米材料相比，石墨烯片层大的比表面
积，为生物分子的吸附提供更多的结合位点，并且能够通过 π-π作用或者其他疏
水相互作用，结合多种生物分子修饰电极[9]。因此，石墨烯一经发现，便很快被
用于生物传感器的构建。 
Mani 等人还原的氧化石墨烯（RGO）与 MWCNTs 之间的 π-π堆叠相互作用，
将 RGO 固定在 MWCNTs，制备了 RGO MWCNTs 的复合材料，用于修饰玻碳电
极，构建了生物传感器，再基于电化学阻抗法检测葡萄糖氧化酶，检测下限达到
4.7 µM，线性范围在 0.01-6.5 mM。Lu等人首先制备了GO与碳纳米管（MWCNTs）
的复合材料，将其固定在工作电极上，增加抗体的吸附位点和电极的电子转移速
率，再通过金硫键将纳米金包覆在介孔硅纳米颗粒上，为辣根过氧化物酶标记的
针对人绒毛膜促性腺激素（HCG）的抗体提供吸附位点，得到纳米金包覆介孔
硅纳米颗粒生物纳米标记物，将其也固定在工作电极上，构建了检测 HCG 的免
疫传感器（图 1-5），检测限达到 0.0026 mIU mL−1，检测结果很精确，稳定性高，
可重复，检测范围在 0.005 to 500 mIU mL−1，能够满足临床诊断受孕以及妊娠的
要求，因此这种传感器为临床检测 HCG 提供了新的思路。 
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图 1-5 Au/TH/MCM-41 纳米材料的制备以及电化学免疫传感器的检测机理 
Figure 1-5 Fabrication process of Au/TH/MCM-41 nanomaterials and 
measurement protocol of the electrochemical immunosensor[10] 
 
Hu 等人利用聚乙烯吡咯烷酮（PVA）作为还原剂与稳定剂，制备了 RGO 与
纳米银（AgNP）的纳米复合材料（RGO-AgNP），叶酸分子（FA）通过物理吸
附，固定在复合材料上靶向癌细胞，通过共聚焦显微镜与透射电镜证实了成功构
建了检测癌细胞的 RGO-AgNP-FA 传感器，这种传感器有很好的生物相容想以及
精确的靶向性，在 514 nm 激发波长处检测到拉曼信号，证实传感器在体外检测
癌细胞的可行性（图 1-6）。这种传感器是基于 RGO-AgNP 对拉曼信号的增强效
果，以及 FA 对癌细胞的靶向，因此 RGO-AgNP-FA 可以作为拉曼探针，对癌症
进行早期诊断，为临床诊断癌症提供新的思路。 
Zhang 等人在 GO 上原位生成得到纳米铂（Pt NP），得到 GO-PtNP 纳米复合
材料，这种复合材料有过氧化氢酶的功能，能够催化过氧化氢还原，基于这一原
理，再用叶酸靶向，可以用比色法检测癌细胞。因此这种复合材料有望用于早期
癌症的诊断[12]。Shan 等人制备了 GO 与聚乙烯亚胺功能化的液态离子纳米复合
材料，将其修饰金电极，构建了一种石墨烯为基的检测葡萄糖的生物传感器，检
测下限达到 2 mM，这种传感器具有很好的重复性和稳定性[13]。Zhou 等人利用
RGO 修饰玻碳电极，基于差分脉冲伏安法，构建了一种检测 DNA 的四种脱氧核
苷酸（腺嘌呤，鸟嘌呤，胞嘧啶和胸腺嘧啶）的传感器，这种传感器能够将四种
脱氧核苷酸鉴别开，检测信号不受单链 DNA 和双链 DNA 的干扰[14]。 
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